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Аннотация
Цель исследования -  разработка отдельных этапов биотехнологического получения гиалуроновой 
кислоты на основе глубинной культуры стрептомицета. В работе использованы культурально­
морфологический, вискозиметрический и статистический методы анализа. Выявлены 
культурально-морфологические особенности штаммов на жидких и агаризованных средах 
различного компонентного состава. Показаны характерные изменения темпов и скорости роста 
штаммов в динамике культивирования: для Ас-1313 увеличение ростовых показателей в течение 5 
суток, а для Ас-1314 -  в течение 3 суток, при этом максимальная скорость отмечена у штамма Ас- 
1313. Проведено сравнительное исследование реологических характеристик культуральной 
жидкости при глубинном выращивании продуцента в зависимости от источников углерода и азота 
в питательных средах. Максимальный показатель удельной вязкости культурального фильтрата 
обнаружен на среде Красильникова № 71 (1.072), наименьший показатель -  на среде Гаузе (0.673), 
что свидетельствует о положительном влиянии аммонийного азота и кукурузного экстракта на 
биосинтетическую активность штамма ВКМ Ас-1313. Это следует учитывать при проведении 
ферментаций и оптимизации биотехнологических параметров.
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В ведение
С развитием  соврем енной биотехнологии появилась тенденция к ш ирокому 
внедрению  вы сокомолекулярны х биополимеров в различны е сферы пищ евой, 
ф армацевтической пром ы ш ленности и здравоохранения. И сследование функций и 
механизмов биологического действия ряда биополимеров, полученны х посредством  
технологий биологического синтеза, способствует созданию  все новых продуктов и 
препаратов на их основе, а такж е активному их внедрению  в передовые области медицины 
(регенеративная медицина, онкомедицина, травматология, аппаратная хирургия, 
нейрохирургия, гинекология, косметология и др.) [РаракопЧапйпои е! а1., 2012; Тарасенко, 
Кулага, 2016]. О дним из таких биополимеров является гиалуроновая кислота (ГК).
Гиалуроновая кислота (Ыа1игошс а а й  -  НА, гиалуронан) -  натуральный полисахарид, 
встречается у всех позвоночных организмов [Чайковская, П арсагаш вили, 2011] и содержится 
в дерме, соединительной ткани (хрящ евой ткани), мыш ечной ткани, сердце, нервной 
ткани, в стекловидном теле глаза и в синовиальной ж идкости [Белоусов и др., 2016]. П ри 
этом, учиты вая различную  гистоспецифичность глю козоаминогликанов, распределение 
гиалуроновой кислоты  в тканях неравномерно. М аксимальная концентрация содерж ания 
гиалуроновой кислоты  в теле человека наблю дается в синовиальной ж идкости, пупочном 
канатике, стекловидном теле глаза и некоторы х слоях дермы  [011\е1та а! а1., 2016]. 
М олекулярная масса ГК  варьирует в ш ироких пределах (105-1 0 7Да) и зависит от способа 
получения, однако ввиду отсутствия изомерии, получаемый гиалуронат всегда хим ически 
идентичен стандартному [МагсеШп е! а1., 2014].
Клеточный синтез ГК -  уникальный и высококонтролированный процесс. Она 
синтезируется особым видом мембраносвязанных протеинов гиалуронансинтазами трех типов: 
НА81, НА 82 и НА83. ГК -  несульфатированный гликозаминогликан, относится к 
гетерополисахаридам. Представляет собой линейную структуру, построенную из 
повторяющихся дисахаридных единиц, соединенных Р-(1.4)-гликозидной связью. 
Дисахаридные фрагменты состоят из остатков Р-Р-глюкуроновой кислоты и К-ацетил-Р-Р- 
глюкозамина, соединенных между собой Р-(1.3)-гликозидной связью [Чайковская, 
Парсагаш вили, 2011].
Гиалуроновая кислота в организме одновременно вы полняет структурные 
(взаимодействие с другими гликозаминогликанам и экстрацеллю лярного матрикса) и 
регуляторны е (связы вание воды и солей, взаимодействие с биомакромолекулами -  
белками, липидами, липопротеинами, рецепторами клеточной поверхности) функции. 
Гидратированны е цепи гиалуроновой кислоты  способствую т организации пути для 
клеточного движения, облегчаю т диффузию  белков и электролитов [Деркач и др., 2009].
ГК  в организме поддерж ивает эластичность и вязкость ж идкостей соединительных 
тканей, таких как синовиальная ж идкость и ж идкость стекловидного тела глаза. В 
меж суставной ж идкости ГК  ум еньш ает трение меж ду суставны ми поверхностями, играет 
роль смазываю щ его вещ ества, контролирует гидратацию  тканей и транспорт воды, 
вы полняет посреднические ф ункции вместе с рецепторами при митозе, миграции, а такж е 
при воспалении [Несак е! а1., 2008]. ГК  не обладает антигенной специфичностью  и не 
приводит к развитию  аллергических и иммунны х реакций [Сигаева и др., 2012]. Кроме 
того, гиалуроновая кислота способна повы ш ать активность интерферона, тем  самым 
проявляя выраж енное противовирусное действие. Бы ла доказана вы сокая активность 
препаратов на основе гиалуроновой кислоты  в отнош ении вируса герпеса и некоторы х 
других [СегтеШ  е! а1., 2011].
Гиалуроновая кислота различного ф ракционного состава и происхож дения имеет 
наименьш ую  по сравнению  с прочими стимуляторами регенерации тканей (сукральфат, 
натриевая соль е-ацетилам инокапроновой кислоты ) аллергогенность. П ом им о этого, 
возмож ность модиф икации м олекулярной структуры биополимерного вязкоупругого геля 
позволяет использовать ее в качестве основы терапевтических систем наруж ного
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применения, противоспаечных, противоожоговых, раневых, антимикробных препаратов 
(гели, пленки, трансдермальны е терапевтические системы), зам енителей синовиальной 
ж идкости суставов, как среду при проведении глазных операций [Цепилов и др., 2013].
В настоящ ее время наблю дается хорош о вы раж енная тенденция к росту доли 
препаратов гиалуроновой кислоты среди ассортимента аптечны х организаций как на 
мировом, так  и на внутреннем  рынке. Н а территории Российской Ф едерации 
зарегистрировано 155 наименований биологически активных добавок к пищ е и 
лекарственны х средств на основе гиалуроновой кислоты. Согласно докладу аудиторской 
компании А1рЬа К М  за 2017 г. на основе результатов открытого неком мерческого 
исследования ф едерального ры нка гиалуроновой кислоты  на период 2018 года 
прогнозируется значительное увеличение доли продукции ГК  аптечного ассортимента на 
9.14 %  [Белоусова и др., 2017]. У величение объёмов ры нка продукции ГК  влечет 
пропорциональное увеличение спроса предприятий на сырьё и, как следствие, растет цена 
на субстанцию.
Традиционные способы получения нативной гиалуроновой кислоты  различного 
ф ракционного состава (общ его веса от 5000 до 20000 кДа) основаны на экстракции 
биополимера из различны х органов млекопитаю щ их и птиц, в которых биополимер 
находится в комплексе с гликопротеинами и родственны ми глю козоаминогликанами, что 
затрудняет его вы деление в чистом  виде и делает необходим ы м  введение в 
технологический процесс трудозатратны х и дорогостоящ их методов по очистке 
полупродукта от сопутствую щ их примесны х соединений [Белодед, 2008]. Н едостатком  
данного метода является зависим ость от поставок сырья, которые могут носить сезонный 
или неравномерны й характер [Савоськин и др., 2017]. К ром е того, сырье ж ивотного 
происхож дения трудно подвергать стандартизации и сущ ествует риск инф ицирования 
сырья неспециф ичны м и хозяину вирусами.
Д анны х недостатков лиш ен биотехнологический способ получения ГК  [Белодед, 
2008], основанны й на культивировании микроорганизмов-продуцентов ГК. Сы рьем  для 
получения полисахарида данны м  способом  являю тся сравнительно доступные соединения 
и компоненты, входящ ие в состав питательной среды культивирования: глюкоза, 
дрож ж евой экстракт, м инеральны е соли [П устынников и др., 2011].
Биотехнологические методы получения ГК обладают рядом преимуществ наряду с 
традиционными методами [Савоськин и др., 2017]: отсутствие зависимости от поставок сырья, 
масштабируемость, возможность перепрофилирования производства на основе микробного 
синтеза в случае изменения конъюнктуры рынка. Следует отметить, что продукты, получаемые 
методами биотехнологии, отличаются высокими показателями качества.
В настоящее время разработаны и активно внедряются в промышленность методы 
биотехнологии на основе условно-патогенных штаммов гемолитического стрептококка 
81тер1ососсш  гооерШ етюш  [Цепилов и др., 2013; Vа2^ие2 е! а1., 2010, 2015], СогупеЪас1епит  
д1и1ат1сит [НоГГтапп, АЬепЬисЬпег, 2014], РгсЫа ра& огБ  [У о о  е! а1., 2014], генно- 
модифицированного штамма БасШ т тЫШ$ [Савоськин и др., 2017], молочнокислых 
стрептококков 81ге р 1ососсш  1асЫ$ [Шахова, Горькова, 2014], Ьас1ососсш 1асИ$ [Вай1е 8.8. е! 
а1., 2014; СЬаиЬап А.8. е! а1. 2014; Н т а г  К У . е! а1. 2014; Ргакай 8.В. е! а1. 2010; 8Ьепд 1.2. е! а1. 
2010], Еж кепсЫ а соИ [Мао 2 . е! а1., 2014; Уи Н. апй 8!ерЬапорои1ок О., 2008].
В связи с активны м  научны м поиском  реш ений промы ш ленного производства ГК 
на основе м икробного синтеза наиболее вы годных с точки зрения безопасности конечного 
продукта и эконом ической целесообразности нами было показано, что 81тер1отусе$  
\1о1а$сет  мож ет использоваться в качестве продуцента гиалуроновой кислоты 
[М ыльникова, 2013; А габалаева и др., 2017; Грибкова и др., 2017].
Ц ел ь : разработать отдельны е этапы  биотехнологического получения гиалуроновой 
кислоты  на основе глубинной культуры стрептомицета.
З ад ач и :
1. С равнительное изучение по культурально-м орф ологическим  признакам  и 
ф изиолого-биохимическим  свойствам  ш таммов 81гер 1отусе$ у1о1а$сет.
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2. И сследование реологических характеристик ф ильтратов культуральны х 
ж идкостей, полученны х на средах различного ком понентного состава.
М а т е р и а л ы  и м етоды . В качестве объектов исследования использовали 2 
коллекционны х ш тамма грамполож ительны х бактерий, относящ иеся к виду 81тер1отусе$  
у Ы а зс е т  В К М  А с-1313, В К М  А с-1314 [Х оулт и др., 1997; Гаузе и др., 2007].
М атериалом  для изучения служ или 5 образцов культуральной ж идкости 8. 
\1о1а$сет, вы ращ енны х на питательны х средах К расильникова №  1, К расильникова №  6, 
К расильникова №  71, Ваксмана, Гаузе.
Глубинное культивирование осущ ествляли в стеклянны х колбах объемом 250 мл на 
ш уттель-платф орме (150 качаний/мин) в течение 7 суток.
П оверхностное культивирование осущ ествлялось в чаш ках П етри с 1.5 % -ны ми 
агаризованны м и питательны ми средами при тем пературе 30+10С.
В экспериментах изучали питательны е среды следую щ его состава (г/л):
-  картоф ельно-декстрозная (картоф ельны й отвар -  1000.0, декстроза -  10.00, 
натрия хлорид -  5 .00);
-  м ясо-пептонная (мясной отвар -  1000.0, пептон -  10.00, натрия хлорид -  5.00);
-  глю козо-пептонная (пептический перевар ж ивотной ткани -  20.00, глю коза -  
10.00, натрия хлорид -  5.00);
-  К расильникова №  1 (глю коза -  2 0 .0, КНОэ -  1.0, К 2Н РО 4 -  0.5, М д804  • 7 Ш 0  -
0.5, НаС1 -  0.5, С аС 03 -  1.0, Е е804  • 7 Ш 0  -  следы);
-  К расильникова №  6 (крахмал растворим ы й -  10.0, кукурузны й экстракт -  10.0, 
(НН4)2804 -  3.0, НаС1 -  0.3, СаС 03 -  3.0);
-  К расильникова №  71 (крахмал растворим ы й -  15.0, кукурузны й экстракт -  10.0, 
(НН4)2804 -  4.0, К 2Н РО 4-  2.0, СаС 03 -  3.0);
-  Гаузе (крахмал растворим ы й -  20.0, К Н 03  -  1.0, К 2Н РО 4 -  0.5, М д 804  • 7 Ш 0  -
0.5, НаС1 -  0.5, Е е804  • 7 Ш 0  -  следы);
-  В аксм ана (глицерин -  3.0, К 2Н РО 4 -  1.0, Н аН 03 -  2.0, М д 804  • 7 Ш 0  -  0.5, КС1 -
0.5, Е е804  • 7Н 20 -  0.01).
И зм ерение вязкости проводили с помощ ью  капиллярных стеклянных 
вискозиметров В П Ж -1 при температуре 2 5 -2 7  оС. Для вискозиметрического определения 
брали 20 образцов по 20 мл ф ильтрованной через бумаж ны й фильтр (синяя лента) 
культуральной жидкости. Д алее зам еряли время истечения культуральны х и контрольных 
ж идкостей, рассчиты вали удельную  (кинетическую ) вязкость %д [ГФ XIII, 2015].
В качестве растворов сравнения в вискозим етрических исследованиях 
использовали воду дистиллированную  и среды Гаузе, Ваксмана, К расильникова №  1, 
К расильникова №  6, К расильникова №  71.
О бработку экспериментальны х данных проводили методами вариационной 
статистики, используя программ ны й комплекс 81айкйса [М окш ин, Лукаткин, 2011].
Р е зу л ь т а т ы  и обсуж дение
Культурально-морфологический анализ штаммов 81гер1отусея у1о1а$сет на жидких
и агаризованных питательных средах различного компонентного состава
Н ам и были охарактеризованы  глубинные культуры  по следую щ им  визуальны м 
показателям: степень мутности, осадок, характер пленки, цвет среды (табл. 1 , 2). 
М аксимальное накопление ш таммом В К М  Ас-1313 биомассы  в виде обильного, 
ш арообразного осадка наблю далось на средах Гаузе и Ваксмана, а обильного, 
хлопьевидного осадка -  на средах К расильникова №  6 и №  71. Биомасса ш тамма В К М  Ас- 
1314 в виде рыхлого, хлопьевидного осадка интенсивно накапливалась на средах: 
картоф ельно-декстрозной, мясо-пептонной, Ваксмана, К расильникова №  6 и №  71. П ри 
этом  поверхностная пленка была особенно вы раж ена на картоф ельно-декстрозной среде и 
отсутствовала на среде К расильникова №  1 у обоих штаммов. В ы сокой мутностью
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характеризовались культуральны е жидкости, полученны е на средах К расильникова №  6 и 
№  71 , что, по-видимому, связано со стимулирую щ им действием  кукурузного экстракта на 
размнож ение клеток изучаемых штаммов.
Таблица 1 
ТаЬ1е 1
Макроморфологический анализ культуральной жидкости штамма ВКМ Ас-1313 








































































Макроморфологический анализ культуральной жидкости штамма ВКМ Ас-1314 
















пептонная Прозрачный Очень тонкая Пристеночный рост Рыхлый; обильный
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Окончаниие табл. 2
Глюкозо-
пептонная Прозрачный Тонкая Пристеночный рост
Хлопьевидный, 
рыхлый; от скудного 
до обильного
Гаузе Средняя Тонкая Пристеночный рост Рыхлый; скудный
Ваксмана Средняя Тонкая Отсутствуют Хлопьевидный;обильный
Красильникова 
№ 1 Средняя Отсутствует Отсутствуют Рыхлый; скудный
Красильникова 




№ 71 Высокая Тонкая Пристеночный рост
Хлопьевидный, 
рыхлый; обильный
М орфометрический анализ поверхностных культур на плотных средах позволил 
определить популяционную вариабельность, а также темпы развития и скорость их роста 
(рис. 1, 2). Н а картофельно-декстрозном и глюкозо-пептонном агарах скорость роста 
достигала максимальных значений (1.1-1.5 мм/сут), коэффициент вариации диаметра 
колоний был стабильно высоким (СУ = 62.5-69.0 и СV = 64.5-66.7 %, соответственно), что 
позволяет рекомендовать эти среды для отбора высокоактивных вариантов по ростовым 
показателям. Однако более подходящими для хранения и поддержания продуцента следует 
считать среды Гаузе и Ваксмана, на которых культурально-морфологическая вариабельность 
выражена слабо или умеренно (СХ = 0.0-29.5 и СV  = 28.0-33.3, соответственно). При этом 
следует отметить изменение темпов и скорости роста штаммов в динамике культивирования. 
Например, для Ас-1313 характерно увеличение ростовых показателей в течение 5 суток, а для 
Ас-1314 -  в течение 3 суток, что следует учитывать при проведении ферментаций и 
оптимизации биотехнологических параметров.
сутки 3 сутки 5 сутки 7 сутк
^ ^ " У  роста, мм/сут. на Гаузе ^ ^ Н У  роста, мм/сут. на Ваксмана 
^ ^ ■ У  роста, мм/сут. на ГПА
Рис. 1. Характеристика ростовых показателей штаммов Ас-1313 на агаризованных средах
различного компонентного состава 


















НУ роста, мм/сут. на Ваксмана
Н У роста, мм/сут. на 
Красильникова 6
НУ роста, мм/сут. на Гаузе
7 сутки
Рис. 2. Характеристика ростовых показателей штаммов Ас-1314 на агаризованных средах
различного компонентного состава 
Пд. 2. Сотрагайуе сЬагас!епк!юк оГ дгош!Ь рагате!егк оГ к!гатк оГ Ас-1314 оп коНй адаг тей1а
оГ й1ГГегеп! сотропеп! сотрокШоп
Сравнительный анализ реологических характеристик фильтратов культуральных 
жидкостей штамма ВКМ Ас-1313 на различных питательных средах
Одним из самых инф ормативны х и доступны х методов исследования 
реологических свойств ф ильтратов культуральной жидкости, содерж ащ их различны е 
ком бинации полидисперсны х линейны х полимеров, является метод вискозиметрии. 
Различаю т динамическую , кинематическую , относительную , удельную , приведенную  и 
характеристическую  вязкости [Киреев, 2013]. Н ами был использован вискозиметрический 
метод на основе расчета удельной вязкости, который пригоден для определения 
количественного содерж ания линейны х полимеров в реостабильны х ненью тоновских 
ж идкостях (например, жидкостях, содерж ащ их гиалуроновые кислоты  различной 
м олекулярной массы). О днако он требует проведения серийных анализов со 
смоделированны м и стандартны м и растворами.
У дельная вязкость (Пуд) показывает, какая часть вязкости раствора обусловлена 
присутствием  в нем растворенного вещ ества и рассчиты вается по формуле:
где п -  вязкость раствора; р о-  вязкость растворителя.
Результаты  вискозим етрических исследований показали сущ ественны е различия 
удельной вязкости культуральны х ж идкостей, полученны х на основе питательны х сред 
различного компонентного состава (табл. 3).
М аксимальными показателями удельной вязкости характеризовались фильтраты 
культуральных жидкостей, полученных на средах Красильникова №  1 -  0.837, Красильникова 
№  71 -  1.072. Наименьш ие значения вязкости имел фильтрат со среды Гаузе. Аналогичная 
закономерность наблюдалась в случаях, если критериями в оценке реологических свойств 
являлось изменение удельной вязкости между культуральной жидкостью и контрольными 
растворами (соответствующими питательными средами, водой дистиллированной).
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Сравнительный анализ качественного и количественного состава ферментационных сред 
указывает на стимулирующий эффект аммонийного азота и кукурузного экстракта в 
отношении биосинтетической активности продуцента. Различия в показателях удельной 
вязкости косвенно могут указывать на различия в молекулярных массах гиалуроновых кислот 
и их содержании в биотехнологическом сырье.
Таблица 3 
ТаЫе 3
Результаты вискозиметричекого анализа фильтратов культуральных жидкостей продуцента 













Ууд (КЖ) -  
Цуд (КРпс), Па
Ууд (КЖ) -  
Цуд (КРН2О), Па
Гаузе 235 271 36 0.659 0.673 0.014 0.043
Ваксмана 248 268 38 0.740 0.768 0.028 0.138
Красильникова № 1 263 292 62 0.754 0.837 0.083 0.207
Красильникова № 6 259 291 61 0.743 0.834 0.091 0.204
Красильникова № 71 321 353 23 0.920 1.072 0.152 0.442
Вода
дистиллированная 230 - - 0.630 - - -
Примечание:
К -  контроль; КЖ -  культуральная жидкость;
!кр, -  время истечения контрольных растворов;
!кж, -  время истечения культуральной жидкости;
!кж- !к, -  разность времени истечения культуральной жидкости;
%д (КР) -  удельная вязкость контрольного раствора;
Цуд (КРпс) -  удельная вязкость питательной среды;
Цуд (КРН2О) -  удельная вязкость дистиллированной воды;
Цуд (КЖ) -  удельная вязкость культуральной жидкости;
%д (КЖ) -  Цуд (КРпс) -  разность удельных показателей вязкости культуральной жидкости и 
контрольного раствора -  питательной среды;
%д (КЖ) -  %д (КРН2О) -  разность удельных показателей вязкости культуральной 
жидкости и контрольного раствора -  воды дистиллированной.
В ы в о д ы
1. В ы явленны е культурально-м орф ологические особенности 2 ш таммов на ж идких 
и агаризованны х средах различного ком понентного состава позволили определить, что 
наибольш ей скоростью  роста характеризовался ш тамм В К М  А с-1313 по сравнению  с 
В К М  А с -1314 и лучш им и средами для его развития являлись К расильникова №  6 и №  71.
2. О птимальны ми средами для длительного хранения и поддерж ания продуцента 
гиалуроновы х кислот следует считать агар Гаузе и агар Ваксмана, на которых 
культурально-м орфологическая вариабельность вы раж ена слабо и скорость роста 
минимальна.
3. Х арактерны е изменения темпов и скорости роста ш таммов в динамике 
культивирования (для Ас-1313 увеличение ростовы х показателей в течение 5 суток, а для 
Ас-1314 -  в течение 3 суток) следует учиты вать при проведении ф ерментаций и 
оптимизации биотехнологических параметров.
4. О боснованны е технико-м етодические подходы  определения реологических 
характеристик ф ильтратов культуральной ж идкости ш таммов & \1о1а$сет  показы ваю т 
возмож ности косвенного экспресс-анализа уровня накопления гиалуроновых кислот в 
ф ерм ентационной среде.
5. П роведенное сравнительное исследование при глубинном вы ращ ивании 
продуцента в зависим ости от источников углерода и азота в питательны х средах выявило
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максим альны й показатель удельной вязкости культурального ф ильтрата на среде 
К расильникова №  71 (1.072), наименьш ий показатель -  на среде Гаузе (0.663), что 
свидетельствует о полож ительном  влиянии аммонийного азота и кукурузного экстракта на 
биосинтетическую  активность ш тамма В К М  Ас-1313.
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